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論 文 内 容 の 要 旨 
【緒言】 
 末梢動脈疾患(Peripheral Arterial Disease, PAD)は、動脈硬化などにより主に下肢の血流障害が起
こり、間歇性跛行や疼痛、壊死を生じる疾患である。シロスタゾールは PAD の間歇性跛行に対して歩
行距離を延長させる第一選択治療薬である。しかしながら、過去にはシロスタゾール投与によって歩




併用候補化合物としての L-カルニチンの発見とその分子メカニズム解析を目的として PAD モデル
ラットを用いて研究を行った。 
 






〔材料と方法〕9 週齢の雄性 Sprague Dawley ラットを麻酔下で開腹したのち左側腸骨動脈を結紮し
て PAD モデルラットを作出し、結紮 1 週間後から溶媒または薬物を 28 日間投与(経口投与、1 日 2 回)
した。対照(溶媒)群、シロスタゾール(30 mg/kg)群、L -カルニチン(300 mg/kg)群、併用群の 4 群で比
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較を行った。投与開始日から後肢虚血の程度の指標として歩行距離を測定した。歩行距離はトレッド
ミルで跛行が生じるまでの距離(Distance before Gait Disturbance, DGD)で評価した。 
〔結果と考察〕対照群と比較してシロスタゾール群および L -カルニチン群の DGDは有意に増加し、シ




【第 2章】シロスタゾールおよび L-カルニチン併用のメカニズム解明について 
[第 1 項] 血管新生促進作用およびその関連遺伝子の発現解析 




を目的とした。また、主要な血管新生関連遺伝子の mRNA 発現量の変化についても比較評価を行った。 
〔材料と方法〕各薬物の投与 7，14，21 および 28 日目の虚血肢内転筋を採材し、筋重量を測定した。
CD31 抗体を用いて虚血肢内転筋における血管内皮細胞の免疫組織化学染色を行い、筋線維あたりの
血管内皮細胞の割合を血管密度として測定を行った。また、各薬物の投与 7 および 28 日目の虚血肢内
転筋の mRNA を抽出し、血管新生関連遺伝子として代表的な VEGF および Angiopoietin (Ang )1, Ang2 
とそれらの受容体の発現量を real-time RT-PCR の絶対定量法で比較した。また、血管新生促進作用
が報告されている肝細胞増殖因子(HGF )、血小板由来増殖因子(PDGF )、線維芽細胞増殖因子(FGF )2、
および低酸素誘導因子(HIF )2αの発現量についてもΔΔCt 法により評価を行った。 




と L-カルニチン併用群の血管密度の増加は同程度であった。mRNA 発現量について、VEGF およびそ
の受容体である Flt-1, Flk-1 の各群における発現量の変化は認められなかった。血管新生優位の指標と
なる Ang2/Ang1 は、投与 7 日目において、シロスタゾール群および L-カルニチン併用群で有意な上昇
が認められ、投与 28 日目においてはシロスタゾール群のみで上昇が認められた。Ang の受容体である
Tie1およびTie2の発現量に変化は認められなかった。また投与28日目のシロスタゾール群でのPDGF
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[第 2 項] 筋線維タイプおよびエネルギー代謝関連因子の発現解析について 
〔目的〕前項でシロスタゾール群の血管新生促進作用および L -カルニチン併用群で血管新生関連遺伝
子の mRNA 発現量の変化が認められたものの、第 1 章で確認された併用群での大幅な歩行機能改善作
用を説明できるものではなかった。そこで L -カルニチンのエネルギー代謝改善作用から筋線維タイプ
およびエネルギー代謝因子に着目した。筋線維にはタイプ 1 線維とタイプ 2 線維の二種類のタイプが
存在し、タイプ 2 線維はさらに 2a と 2b に分けられる。タイプ 1 線維は遅筋線維とも呼ばれ、好気的
エネルギー産生に優れているのに対して、タイプ 2 線維は主に解糖によるエネルギー産生に優れてお








〔材料と方法〕材料は前項で用いた投与 7 および 28 日目の虚血肢内転筋 mRNA サンプルを用いた。
筋線維タイプはミオシン重鎖(Myosin heavy chain, MyHC)のサブタイプを指標に MyHC1 (タイプ 1)、
MyHC2a (タイプ 2a)および MyHC2b (タイプ 2b)の発現量を測定した。また、エネルギー代謝関連因
子として、細胞内へのグルコースの輸送を担い解糖系の入り口となる Glut1、ピルビン酸が TCA 回路
へ入る反応を担うピルビン酸脱水素酵素を阻害し TCA 回路の律速酵素ともなる Pyruvate 
dehydrogenase kinase (PDK) 、電子伝達系に利用される NADH の産生を担う Isocitrate 
dehydrogenase (IDH) α、β酸化の指標としては長鎖アシル CoA とカルニチンを基質としてアシルカ
ルニチンと CoA にする反応を触媒する Carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-I)に着目して
real-time RT-PCR のΔΔCt 法による検討を行った。 
〔結果と考察〕筋線維タイプについては、投与 7 日目のシロスタゾール群および併用群で、投与 28 日








 本研究により、シロスタゾールおよび L -カルニチンの併用はシロスタゾール単剤の歩行機能改善作
- 4 - 
用を上回る薬物療法になる可能性を見出すことができた。また、シロスタゾールは血管密度および














いて PAD モデルラットを用いて検討したものである。 
 本研究は 2 章からなり、第 1 章では併用候補化合物としての L -カルニチンとシロスタゾールの併用










強が十分に期待される。本研究では雄性 Sprague Dawley ラットの左総腸骨動脈を結紮することによ





 以上のことから、間歇性跛行を呈する PAD 患者へのシロスタゾールおよび L-カルニチンの併用療法




第 1 項：血管新生促進作用およびその関連遺伝子の発現解析 








 実験方法は第 1 章と同様に行い、血管新生作用の評価として薬物投与 7、14、21、28 日目の虚血肢




タゾール単剤の投与 7 および 28 日目で、併用では投与 7 日目のみで増加していた。また、血管新生因
子のひとつである血小板由来増殖因子 PDGF の発現量は投与 28 日目のシロスタゾール単剤では増加
していたものの、併用ではその増加が認められなかった。したがって、L-カルニチンの併用は投与 28
日目の慢性期におけるシロスタゾールの血管新生関連遺伝子の発現増加を抑制することが示唆された。
慢性期における Ang2/Ang1 および PDGF の発現増加は新生血管成熟抑制および血管収縮に働くため、
L-カルニチンのこれらの発現増加抑制は新生血管成熟および血管収縮抑制に寄与することが考えられ
た。 
第 2 項：エネルギー代謝関連因子および筋線維タイプの遺伝子発現の解析 
 第 1 章で L-カルニチン単剤およびシロスタゾールとの併用で PAD モデル動物における歩行機能の
改善が認められた。一方で、第 2 章第 1 項では L-カルニチン単剤を投与された動物では血管密度の増
加は認められず、L-カルニチンは血管新生関連因子の発現増加を抑制することを示唆する結果となっ
た。本項では、シロスタゾールおよび L-カルニチンが PAD モデル動物におけるエネルギー代謝経路で
ある解糖系、TCA 回路、電子伝達系およびβ酸化に関わる代表的な因子および筋線維タイプに与える
影響を遺伝子発現量をもとに解析を行った。その結果、TCA 回路でイソクエン酸をα-ケトグルタル酸
へと変換し、電子伝達系に NADPH を供給する役割を担うイソクエン酸デヒドロゲナーゼ(IDH )αの
発現量が L-カルニチン単剤および併用の投与 28 日目で増加しており、L-カルニチンがエネルギー代謝
改善作用を有し、歩行機能の改善に寄与していることが示唆された。また、IDHαの代謝産物である
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α-ケトグルタル酸の増加は血管新生を誘導する転写因子の分解酵素の発現を増加させることから、第
2 項で認められた L-カルニチンの血管新生因子の発現増加抑制作用は IDHαの発現増加によるもので
あることが推察された。筋線維タイプについてはシロスタゾールおよび L-カルニチンの投与により好
気的エネルギー代謝に優れた筋線維タイプへの移行が示唆された。 
 以上のように今後も継続研究が必要であるものの、本研究は間歇性跛行を呈する PAD 患者において
課題が多く残されているシロスタゾールの薬物治療に対し新しい知見を提供し、間歇性跛行に対する
治療および薬物開発に大きく貢献するものである。このことから、博士（獣医学）の学位を授与する
のにふさわしい業績であると判定した。 
以上。 
